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Resumen
El ácido epi-ursólico es un inusual triterpeno pentacíclico presente en algunas plantas. Este compuesto ha sido aislado por 
nuestro grupo de investigación a partir de las hojas de Cestrum buxifolium Kunth, una planta que crece en los páramos 
venezolanos y tiene actividad analgésica y anti-inflamatoria. El ácido epi-ursólico ha sido estudiado por sus propiedades 
antineoplásicas y anti-inflamatorias, siendo la disminución de la síntesis de prostaglandinas el mecanismo más destacado. 
En este trabajo se evaluó la actividad analgésica de este triterpeno y se comparó con su isómero, el ácido ursólico, un 
conocido analgésico y anti-inflamatorio. La evaluación del efecto antinociceptivo se llevó a cabo en ratones, por el método 
químico de contorsiones inducidas por el ácido acético y por el método térmico de retirada de la cola. El ácido epi-ursólico 
fue capaz de disminuir el número de contorsiones y de incrementar el tiempo de reacción (latencia) a la aplicación del calor 
en la cola del ratón, en comparación con el grupo control. En el método químico, 40 mg/Kg de ácido epi-ursólico produjo 
una mayor actividad analgésica que 40 mg/Kg de ácido ursólico (85,63 ± 2,50% y 74,93 ± 3,59% de antinocicepción, 
respectivamente) y que 100 mg/Kg de ácido acetilsalicílico (70,98 ± 3,59%). Asimismo, en el método térmico el ácido 
epi-ursólico produjo tiempos de reacción más prolongados que su isómero, a los 60 (p<0,01) y 90 minutos (p<0,05) de 
observación, respectivamente. Estos resultados muestran, por primera vez, al ácido epi-ursólico como antinociceptivo y 
sientan las bases para el estudio de los mecanismos por medio de los cuales ejerce este efecto farmacológico. 
Palabras clave: ácido epi-ursólico, analgesia, Cestrum buxifolium, Solanaceae, ácido ursólico.
Abstract
Epi-ursolic acid is an unusual pentacyclic triterpene present in some plants. This compound has been isolated by our 
research group from Cestrum buxifolium Kunth leaves, a plant that grows in the Venezuelan wasteland (páramo) and 
has analgesic and anti-inflammatory activity. epi-ursolic acid has been studied for its antineoplastic and anti-inflammatory 
properties, being a decrease in prostaglandin synthesis the most prominent mechanism. In this work we assessed the 
analgesic activity of this triterpene and compared it with its isomer, ursolic acid, a known analgesic and anti-inflammatory 
agent. Evaluation of the antinociceptive effect was carried out by the chemical method of acetic acid-induced writhing in 
mice and by the thermic method of tail flick in mice. Epi-ursolic acid was able to decrease writhing numbers and increase 
tail flick reaction time (latency) compared to the control group. In the chemical method, 40 mg/Kg of epi-ursolic acid 
produced a greater analgesic activity than 40 mg/Kg of ursolic acid (85.63 ± 2.50% and 74.93 ± 3.59% of antinociception, 
respectively) and that of 100 mg/Kg of acetylsalicylic acid (70.98 ± 3.59%). Likewise, in the thermic method epi-ursolic acid 
showed longer reaction times than its isomer, at 60 (p <0.01) and 90 minutes (p <0.05) of observation, respectively. These 
results show, for the first time, epi-ursolic acid as a antinociceptive agent and provide the basis for studying the mechanisms 
by which it exerts this pharmacological effect.
Key words: epi-ursolic acid, analgesia, Cestrum buxifolium, Solanaceae,  ursolic acid.
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estimulado por el lipopolisacárido (LPS). 
Pastorello y col. (2007) demostraron la 
actividad anti-inflamatoria del epi-AU 
utilizando el modelo del edema de la 
pata inducido por la carragenina en ratas 
y se propuso a la fosfolipasa A2 (PLA2) 
como uno de los posibles blancos anti-
inflamatorios de este triterpeno. Está 
bien establecido que la disminución 
de la síntesis de PGE2 es parte del 
mecanismo antinociceptivo de varios 
analgésicos, incluyendo a los agentes 
anti-inflamatorios no esteroideos (Kawa-
bata, 2011). 
El epi-AU es mucho menos abundante 
en la naturaleza que el AU. En la tabla I 
se muestran las especies de plantas de 
donde ha sido aislado este compuesto. 
Ciangherotti y col. (2004) aislaron el epi-
AU de las hojas de Cestrum buxifolium 
Kunth (Solanaceae), una planta que 
crece en los páramos venezolanos cuyo 
extracto acuoso de las hojas produce 
efecto anti-inflamatorio y potente 
actividad analgésica (Gómez-Barrios y 
col., 2008). Cabe la posibilidad de que 
esta especie sea una de las fuentes 
naturales principales de epi-AU, por lo 
que es necesario hacer un análisis del 
rendimiento de la extracción. 
Introducción
Los triterpenos pentacíclicos son 
considerados fármacos promisorios 
para el tratamiento de varios procesos 
patológicos, tales como: la diabetes 
(Alqahtani y col., 2013), el cáncer 
(Ghante y Jamkhande, 2019), las 
infecciones parasitarias (Isah y col., 
2016) y la inflamación (Safayhi y Sailer, 
1997). Uno de los más estudiados 
ha sido el ácido ursólico (AU), un 
triterpeno aislado de un gran número de 
especies vegetales, que ha demostrado 
actividad anti-inflamatoria, analgésica, 
antineoplásica, antibacteriana, anti-
diabética, neuroprotectora, entre otras 
actividades farmacológicas (Seo y 
col., 2018; Mlala y col., 2019). En los 
últimos años el AU ha sido objeto de 
varios estudios clínicos, entre los que se 
destacan los de Fase I en pacientes con 
tumores sólidos y de Fase II en pacientes 
con síndrome metabólico (Zhu y col., 
2013; Quian y col., 2015; Ramírez-
Rodríguez y col., 2017). A diferencia 
del AU, el ácido epi-ursólico (epi-AU) ha 
sido muy poco estudiado. El epi-AU es 
el isómero 3-α-hidroxi del AU (figura 1), 
el cual ha mostrado actividad citotóxica 
sobre varias líneas celulares de cáncer 
(Qamar y col., 2010; Elsbaey y col., 
2017), actividad anti Mycobacterium 
tuberculosis (Woldemichael y col., 2003) 
y actividad anti-inflamatoria (Pastorello y 
col., 2007). A pesar de la gran similitud 
estructural entre estos dos compuestos, 
algunos hallazgos han mostrado 
diferencias en cuanto sus efectos 
citotóxicos en cáncer (Qamar y col., 
2010) y a la inhibición de mediadores 
de la inflamación en macrófagos (Suh 
y col., 1998), en donde el epi-AU fue 
el isómero activo en la inhibición de la 
liberación de prostaglandina E2 (PGE2) 
y del incremento de la expresión de la 
sintasa inducible del óxido nítrico (iNOS) 




Con base en la información sobre las 
acciones farmacológicas del epi-AU y de 
manera de poder establecer las bases 
para el desarrollo pre-clínico y clínico 
de este inusual triterpeno pentacíclico, 
se realizó la evaluación comparativa del 
efecto analgésico del AU y del epi-AU 
aislados del C. buxifolium, mediante el 




La planta fue recolectada en los 
alrededores del Hotel Los Frailes, en la 
carretera trasandina, Sector Los Frailes, 
Edo. Mérida, a una altitud de 2800 m 
snm, en el mes de enero de 2013. La 
identificación de la especie se llevó 
a cabo en el Herbario “Víctor Manuel 
Ovalles” (MYF) de la Facultad de Farmacia 
de la Universidad Central de Venezuela, 
a través de un análisis morfo-anatómico 
empleando la clave botánica de los 
expertos en el género (Benitez de Rojas 
y D’Arcy, 1998). Un ejemplar testigo 
(voucher) se encuentra depositado bajo 
el número MYF 28570.
obtenCión del extraCto
El material vegetal fue secado a 
temperatura ambiente. Las hojas fueron 
sometidas a pulverización mecánica con 
ayuda de un molino de disco de atrición. 
Para la preparación del extracto las hojas 
molidas fueron maceradas con metanol 
(2L x 3) durante 6 días a temperatura 
ambiente. El extracto fue evaporado al 
vacío utilizando un rotaevaporador.
aislamiento del áCido epi-ursóliCo
El extracto metanólico (73 g) de las hojas 
de Cestrum buxifolium fue fraccionado por 
cromatografía líquida al vacío (VLC) sobre 
silica gel utilizando los siguientes solventes 
y mezclas para la obtención de fracciones: 
n-Hexano (100%), DCM:MeOH (90:10, v/v), 
MeOH (100%), MeOH:H2O (50:50, v/v) y 
H2O (100%). La fracción DCM:MeOH fue 
sometida a una a separación a través de 
una columna de celita y carbón activado, 
para eliminar la clorofila de la fracción. Una 
vez evaporado el solvente, la fracción fue 
sometida a separación por cromatografía 
Tabla I
Plantas que contienen ácido epi-ursólico. Los 
nombres fueron actualizados de acuerdo con 





Elsbaey y col., 
2017
Brillantaisia palisotii 


















Zhang y col., 
2015
Lavandula officinalis 





Mentha aquatica L. Lamiaceae
Ferhat y col., 
2017
Miconia albicans (Sw.) 
Steud.
Melastomataceae
Pieroni y col., 
2011
Ocimum basilicum L. Lamiaceae
Qamar y col., 
2010
Pavetta indica L. var. 
tomentosa (Roxb. 
ex Sm.) Hook.f. (P. 
tomentosa Roxb. ex Sm.)
Rubiaceae Khare, 2016
Salvia lanata Roxb. (S. 











Pereda y col., 
1986




Scurrula parasitica L. Loranthaceae
Liu y col., 
2016
Verbena officinalis L. Verbenaceae
Deepak y 
Handa, 2000
Vitex trifolia L. Lamiaceae
Liu y col., 
2014
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Modelo de retirada de la cola
Se utilizó el método descrito por 
Davies y col. (1946). Los animales de 
experimentación fueron seleccionados 
de acuerdo con el tiempo de respuesta 
(retirada de la cola o latencia) al estímulo 
de calor radiante, descartándose aquellos 
animales que tenían un tiempo de 
respuesta mayor que seis(6) segundos. 
El estímulo nociceptivo de tipo térmico 
fue aplicado en la cola de los ratones 
utilizando un analgesímetro (LETICA, 
Scientific Instruments, LE7106, España) y 
el período de latencia fue medido a los 
10, 30, 60 y 90 minutos después de la 
administración de los tratamientos. El 
tiempo máximo de exposición al estímulo 
térmico fue de 15 segundos.
análisis estadístiCo
Los resultados se presentan como la 
media ± el error estándar de la media. Los 
datos fueron analizados con el programa 
Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA, USA) 
mediante el análisis de varianza de una vía 
(ANOVA) y por comparaciones múltiples 
de Bonferroni. Los resultados con valores 
de p<0,05 fueron considerados como 
estadísticamente significativos.
Resultados
El fraccionamiento total consistió en 
una separación robusta por VLC de 70 g 
del extracto crudo de C. buxifolium. La 
fracción DCM:MeOH (90:10, v/v) fue de 
3,7393 g de masa y tuvo un rendimiento 
de 5,12% del total del extracto crudo. 
Luego de someter esta fracción a elución 
sobre celita y carbón activado, se obtuvo 
2,2895 g de la misma (61,23%). La 
separación de los constituyentes químicos 
de la fracción DCM:MeOH, a través de 
cromatografía de adsorción en columna, 
resultó en 185 fracciones de polaridad 
de columna, utilizando sílica gel como 
fase estacionaria y eluida con mezclas 
de solventes de polaridad creciente. El 
fraccionamiento y la purificación del epi-
AU fueron monitoreados por cromatografía 
de capa fina (TLC) utilizando un patrón de 
epi-AU. 
animales de experimentaCión
Para los ensayos de antinocicepción 
se emplearon ratones machos de la 
cepa Balb-c, con un peso de 21 ± 4 g, 
provenientes del Bioterio del Instituto 
Nacional de Higiene «Rafael Rangel», 
Caracas-Venezuela. Los animales se 
mantuvieron con libre acceso al alimento 
y agua antes de los experimentos.
aCtividad analgésiCa 
Para los experimentos in vivo los 
animales fueron divididos en 5 grupos 
de 7 animales cada uno (n=7): Control 
(carboximetilcelulosa 1%, VO); epi-AU 
(40 mg/kg VO); AU (40 mg/kg, VO); Ácido 
acetilsalicílico (Bayer Venezuela, CAS A 
3160) (100 mg/kg, VO); y Morfina (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, MO) (3mg/kg, 
i.p.). El ácido acetilsalicílico, un agente 
anti-inflamatorio no esteroideo (AINE) y la 
morfina, una agonista de los receptores 
opiáceos, fueron utilizados como 
analgésicos de referencia.
contorsiones inducidas por el ácido 
acético
Se utilizó el método descrito por Koster 
y col. (1959). Luego de 30 minutos de la 
administración de los tratamientos, los 
animales recibieron, vía intraperitoneal, 
una solución de ácido acético al 0,6% 
i.p. (0,01 µL/g de peso). Posteriormente 
fue registrado el número de contorsiones 
abdominales inducidas por el ácido 
acético durante 30 minutos. 
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creciente (proporciones diferentes de Hx, 
AcOEt y MeOH). La fracción 99, eluida 
con Hx:AcOEt 50:50 v/v, resultó ser un 
sólido blanco abundante (0,48 g), el cual 
fue identificado como ácido epi-ursólico 
a través de TLC, utilizando un patrón 
aislado y caracterizado por Ciangherotti y 
col. (2004) de las hojas de esta especie. 
El factor de retención de la fracción 99 es 
de 0,28 en comparación con 0,27 del epi-
AU de referencia. 
El epi-AU produjo un efecto analgésico 
en ambos modelos de nocicepción 
(figuras 2 y 3). Cuarenta mg/Kg de 
este isómero del ácido ursólico fueron 
capaces de inhibir en un 85,63 ± 2,50% 
las contorsiones abdominales inducidas 
por el ácido acético mostrando una 
mayor potencia que el AU (40 mg/Kg), 
el cual inhibió las contorsiones en un 
74,93 ± 3,59 % (Tabla II). En la figura 
2 se observa el número de contorsiones 
abdominales con respecto al tratamiento 
que recibieron los animales, 30 minutos 
previos a la administración i.p. de la 
solución de ácido acético al 0,6%. La 
disminución de las contorsiones por el epi-
AU fue significativamente mayor que la del 
AU (p<0,01) y que el AINE de referencia, 
el ácido acetilsalicílico (p<0,01); sin 
embargo, el efecto fue significativamente 
inferior al producido por 3 mg/kg de 
morfina (p<0,001). 
En el modelo de térmico de nocicepción 
se observó un incremento del tiempo de 
reacción en los ratones tratados con el epi-
AU con respecto al grupo control a todos 
los tiempos de evaluación (figura 3). 
Asimismo, el epi-AU mostró mejor efecto 
antinociceptivo que el ácido acetilsalicílico 
a los 15 (p<0,05), 30 (p<0,05) y 60 
Figura 2. Efecto de los ácidos epi-ursólico y 
ursólico sobre las contorsiones inducidas por el 
ácido acético en ratones. Los valores representan 
la media ± E.S.M. Control: carboximetilcelulosa 
1% VO. epi-AU: ácido epi-ursólico 40 mg/Kg 
VO, AU: ácido ursólico 40 mg/Kg VO. Ácido 
acetilsalicílico: 100 mg/Kg VO. Morfina: 3 mg/
Kg, i.p. ***p<0,001 con respecto al grupo control. 
ap<0,05 con respecto al grupo AU. bp<0,01 
con respecto al grupo ácido acetilsalicílico. 
cp<0,001 con respecto al grupo morfina.
Figura 3. Tiempo de reacción o latencia de 
retirada de la cola en el modelo de nocicepción 
térmica en ratones. Los valores representan la 
media ± E.S.M. Control: carboximetilcelulosa 
1%, VO. epi-AU: ácido epi-ursólico 40 mg/Kg, 
VO, AU: ácido ursólico 40 mg/Kg, VO. Ácido 
acetilsalicílico: 100 mg/Kg, VO. Morfina: 3 
mg/Kg, i.p. **p<0,01 con respecto al grupo 
AU. *p<0,05 con respecto al grupo AU. 
Tabla II
Actividad antinociceptiva en el modelo de 
contorsiones inducidas por el ácido acético
Tratamiento % de antinocicepción*
Ácido epi-ursólico 85,63 ± 2,50
Ácido ursólico 74,93 ± 2,78
Ácido acetilsalicílico 70,98 ± 3,59
Morfina 99,72 ± 0,28
*Los valores representan la media ± E.S.M. 
Control: carboximetilcelulosa 1%, VO. Ácido epi-
ursólico (epi-AU): 40 mg/Kg, VO, Ácido ursólico 
(AU): 40 mg/Kg, VO. Ácido acetilsalicílico: 
100 mg/Kg, VO. Morfina: 3 mg/Kg, i.p.
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(p<0,01) minutos de observación. De 
manera interesante, el epi-AU produjo 
un mayor efecto antinociceptivo que su 
isómero beta (AU), mostrando mayores 
tiempos de reacción a los 60 (p<0,01) y 
90 minutos (p<0,05), respectivamente. 
El analgésico opiode produjo un efecto 
analgésico significativamente mayor que 
el de todos los demás tratamientos en 
este modelo.
Discusión 
Las plantas del género Cestrum se 
han caracterizado por producir efecto 
analgésico en modelos experimentales, 
destacándose las especies C. nocturnum 
(Buznego y col., 2005), C. auriculatum 
y C. hediundinum (Kawano y col., 
2009). Nuestro grupo ha demostrado 
que el extracto acuoso de la especie C. 
buxifolium es un potente analgésico en 
el modelo térmico de retirada de la cola 
en ratones (Gómez-Barrios y col., 2008), 
contribuyendo con el conocimiento 
farmacológico de este género. Nuestros 
resultados indican la presencia de epi-AU 
en las hojas de C. buxifolium, sin embargo 
su contribución en el efecto analgésico 
del extracto acuoso de las hojas de esta 
planta puede ser muy limitado, debido a 
la pobre solubilidad del epi-AU en agua. 
Se ha propuesto al AU como un marcador 
fitoquímico del género Cestrum, sobre la 
base de que la mayoría de las especies 
estudiadas contienen este triterpeno 
pentacíclico. Tal es el caso de C. parqui 
(Bianchi y col., 1963), C. diurnum 
(Chakravarti y col., 1964), C. nocturnum 
(Bhattacharya y col., 1977), C. laurifolium 
(Ferrer y col., 2007) y C. ruizteranianum 
(Galarraga y col., 2011). En contraste, el 
epi-AU no es un triterpeno común en el 
género Cestrum, ya que solamente ha sido 
reportado en C. buxifolium (Ciangherotti 
y col., 2004). 
Las propiedades analgésicas del AU han 
sido bien establecidas (Tapondjou y col., 
2003; Taviano y col., 2007; González-
Trujano y col., 2012; Martínez y col., 
2012; Rodríguez y col., 2012; Déciga-
Campos y col., 2013; Verano y col., 
2013). Martínez y col. (2012) reportaron 
que el AU produce un efecto analgésico 
de manera dependiente de la dosis, en el 
modelo de contorsiones inducidas por el 
ácido acético (0,6%), en donde 100 mg/
kg de AU mostraron un 97,7 ± 1,3% de 
antinocicepción y dosis menores como 
las de 30 y 10 mg/kg mostraron alrededor 
del 80% de actividad antinociceptiva. 
Nuestros resultados muestran que 40 
mg/Kg de AU producen un 74,93 ± 
2,78% de antinocicepción (Tabla II). Esta 
diferencia de actividad puede deberse 
a la susceptibilidad de las cepas de 
ratones utilizadas, siendo ratones Balb/c 
en nuestro caso y ratones suizos en los 
trabajos de Martínez y col. (2012). El 
AU ha sido asociado a la inhibición de 
las ciclooxigenasas 1 y 2 (COX-1 y COX-
2) y a la disminución de citocinas pro-
inflamatorias (Silva y col., 2017; Ahmad y 
col., 2018; Zhao y col., 2019); no obstante, 
en el caso de la actividad analgésica se 
ha atribuido al incremento de los niveles 
de GMPc y a un efecto aditivo sinergístico 
con los receptores de serotonina 5HT1A, 
aunado a una actividad antagonística 
con el receptor de potencial transitorio 
V1(TRPV1) (Verano y col., 2013). La 
actividad analgésica del AU en el ensayo 
de formalina no fue modificado por la 
naloxona o el flumazenil, lo que sugiere 
que el mecanismo antinociceptivo no 
involucra a los receptores de opiodes, ni 
al receptor GABAA (Verano y col., 2013). 
Sin embargo, esta relación no está del 
todo clara, ya que Taviano y col. (2007) 
demostraron que la naloxona revierte el 
efecto analgésico de AU (20 mg/Kg, VO) en 
el ensayo de la placa caliente en ratones, 
un modelo térmico de nocicepción 
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ampliamente utilizado. Tomando todo 
en conjunto se puede establecer que 
existe una estrecha relación entre 
los mecanismos anti-inflamatorios y 
analgésicos.
En nuestro laboratorio se demostró 
que el principal componente de la hoja 
de esta especie, el ácido epi-AU, produce 
un potente efecto anti-inflamatorio en 
el modelo del edema agudo de la pata 
de la rata inducido por carragenina, 
sugiriendo la inhibición de la enzima 
fosfolipasa A2 como el mecanismo 
anti-inflamatorio responsable de este 
efecto (Pastorello y col., 2007). El 
presente estudio muestra, por primera 
vez, el efecto analgésico del epi-AU. Sin 
embargo, no se conocen con certeza los 
mecanismos implicados en la actividad 
antinociceptiva de este compuesto. El 
epi-AU es capaz de disminuir la PGE2 
en el modelo de inflamación in vitro de 
macrófagos estimulados por el LPS (Suh 
y col., 1998). El incremento de la síntesis 
de prostaglandinas es un mecanismo 
común de inflamación y dolor. Ramalho 
y col. (2014) demostraron que epi-AU es 
un inhibidor de la catepsina L humana, 
una cisteína proteasa responsable de la 
producción de muchos neuropéptidos. 
Esta enzima está involucrada en la 
nocicepción, y su inhibidor Clik148 
produce efecto analgésico en el modelo 
de las contorsiones inducidas por el ácido 
acético (Gu y col., 2013). Por esta razón 
se sugiere la realización de experimentos 
adicionales para demostrar si la inhibición 
de la catepsina L está involucrada en la 
actividad analgésica de este triterpeno. 
De manera interesante, los resultados 
demuestran que el epi-AU produce mayor 
efecto analgésico que el AU. No es la 
primera vez que se observan efectos 
diferentes entre estos dos isómeros. Suh 
y col. (1998) mostraron que el epi-AU a 
diferencia del AU, bloqueó el incremento 
de la PGE2, la expresión de COX-2 y la iNOS 
estimulada por LPS en los macrófagos. La 
activación de macrófagos está involucrada 
en la nocicepción inducida por el ácido 
acético administrado intraperitonealmente 
(Ribeiro y col., 2000). Por otro lado, el 
epi-AU es más potente que el AU en la 
inhibición de la catepsina L, con CI50 
de 6,50 ± 0,9 µM y 39,50 ± 4,7 µM, 
respectivamente (Ramalho y col., 2014), 
siendo esto otra posible explicación al 
efecto analgésico diferencial. A pesar de 
la indudable similitud estructural entre 
estos compuestos, en la predicción de 
la actividad anti-inflamatoria asistida por 
computadora, el epi-AU mostró mejor 
biodisponibilidad oral con respecto al AU 
y drug-likeness es decir, “moléculas que 
contienen grupos funcionales y/o tienen 
propiedades físicas consistentes con la 
mayoría de las drogas conocidas” (Zhang 
y col., 2015). 
En resumen, este trabajo establece 
al epi-AU como un potencial analgésico, 
con mayor actividad que el ácido 
acetilsalicílico y que su isómero, el AU. 
Asimismo, contribuye a la comprensión de 
la relación entre la composición química 
y la actividad antinococeptiva de las 
plantas del género Cestrum, en especial 
C. buxifolium. Por otra parte, sienta las 
bases para el estudio de los mecanismos 
mediante los cuales el epi-AU ejerce su 
efecto analgésico, en miras del desarrollo 
de este potencial fármaco. 
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